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Resumo – O objetivo deste trabalho foi quantificar a população de Gluconactobacter diazotrophicus presente
em plântulas de 34 variedades de cana-de-açúcar, e caracterizar os isolados quanto à capacidade de utilizar
diversas fontes de carbono e formar pigmento róseo em presença de luz. A população de G. diazotrophicus foi
quantificada pela técnica do número mais provável e isolada em meios de cultura semi-seletivos. A população de
G. diazotrophicus foi maior no sistema radicular do que na parte aérea, e maior nas variedades brasileiras de
cana-de-açúcar. Os isolados utilizaram poucas fontes de carbono, e aqueles obtidos do sistema radicular utiliza-
ram maior número de fontes, em comparação aos da parte aérea. Apenas a estirpe padrão Ppe-4 e quatro outros
isolados formam pigmento róseo em presença de luz. A baixa variação observada pode estar relacionada com o
habitat ou com a adaptação dessa população às condições específicas do interior das plantas e, por isso, a
estrutura genética da população dessas bactérias é limitada e conservada.
Termos para indexação: diversidade, bactérias diazotróficas, endófitos.
Use of different carbon sources by strains of Gluconacetobacter diazotrophicus
isolated from sugarcane
Abstract – The objective of this work was to quantify the population of Gluconacetobacter diazotrophicus
present in plantlets of 34 sugarcane varieties and to characterize the isolates according to their capacity to use
carbon sources and produce pink pigments under light. G. diazotrophicus population was estimated using the
most probable number technique, and then, isolated in semi-selective culture media. The highest population
number of G. diazotrophicus was found in the roots; Brazilian varieties presented the highest population. The
isolates used little carbon sources, and those strains obtained from the root used the highest number of carbon
sources. Only the strain Ppe-4 and four other ones produce pink pigments under light. The low variation
observed may be related to the habitat or to the adaptation of this population to specific internal plant conditions,
and for this reason, the genetic structure of these bacteria is limited and preserved.
Index terms: diversity, diazotrophic bacteria, endophytes.
Introdução
A cana-de-açúcar acumula de 180 a 250 kg de N para
produzir 100 Mg ha-1 de colmos em cana planta (Orlando
Filho et al., 1980), sendo que quase toda a planta é reti-
rada no processo de colheita. A cana é beneficiada pela
associação com bactérias diazotróficas, que fixam o ni-
trogênio do ar, e entre as gramíneas, é a cultura que
recebe maior contribuição deste processo.
Inúmeros diazotróficos associativos foram isolados de
cana-de-açúcar. Entre eles, Gluconacetobacter
diazotrophicus (Cavalcante & Döbereiner, 1988), um
importante organismo, pois ocorre em números eleva-
dos em raízes e colmos, tolera meio com altas concen-
trações de açúcar e acidez, e pode crescer em pH 3.
Além disto, é capaz de fixar nitrogênio em presença
de O2 até à concentração de 4 kPa, bem maior que a
tolerância verificada para o gênero Azospirillum (Reis
& Döbereiner, 1998).
Estudos com balanço de N e quantificação do
N assimilado, por uso de fertilizante marcado com 15N,
mostraram que variedades brasileiras de cana-de-açú-
car podem obter até 70% do N necessário para seu
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desenvolvimento, por meio da fixação biológica de ni-
trogênio (FBN) (Lima et al., 1987; Urquiaga et al., 1992).
Muthukumarasamy et al. (1999) também verificaram
benefícios da inoculação de G. diazotrophicus na cul-
tura da cana-de-açúcar, na Índia. Este benefício pode
ser devido à FBN, ou à produção de fitormônios pelas
bactérias (Fuentes-Ramirez et al., 1993; Bastian et al.,
1999).
Segundo Canuto et al. (2003), a inoculação de bacté-
rias diazotróficas, em plantas de cana-de-açúcar
micropropagadas, mostrou-se variável e dependente de
vários fatores, inclusive o genótipo vegetal e o ambien-
te.
Como não há correlação entre o número populacional
e a quantidade de nitrogênio fixado biologicamente (Reis
Junior et al., 2000), estudos de ecologia de
G. diazotrophicus poderão contribuir para uma melhor
exploração desse processo na cultura da cana-de-açú-
car.
Em contribuição ao conhecimento do comportamen-
to de Gluconacetobacter diazotrophicus, o objetivo
deste estudo foi quantificar sua população em 34 varie-
dades de cana-de-açúcar e caracterizar os isolados quan-
to à capacidade de utilizar fontes de carbono e formar
pigmentação rósea, em presença da luz.
Material e Métodos
As cultivares de cana-de-açúcar analisadas foram
mantidas no Campo Experimental da Pesagro, Empre-
sa de Pesquisa Agropecuária do Estado do Rio de Ja-
neiro, no Município de Campos dos Goytacazes, Região
Norte do Estado do Rio de Janeiro, a 21o44'47"S,
41o18'24"O e altitude de 12 m do nível do mar. O clima
é Aw, segundo a classificação de Köppen, tropical quente
e úmido, com período seco no inverno e chuvoso no
verão, com precipitação média anual de 1.020 mm.
As cultivares foram plantadas em Neossolo (Embrapa,
1999), sem tratos culturais por longo tempo, encontran-
do-se em pousio.
Em março de 1996, foram coletados colmos de 34 cul-
tivares de cana-de-açúcar, de diferentes origens geo-
gráficas. Os colmos foram enviados para a Embrapa
Agrobiologia, Seropédica, RJ, onde foram subdivididos
em toletes, com três gemas viáveis, em média. O material
vegetal foi acomodado em bandejas de plástico, preen-
chidas com areia e vermiculita estéreis na proporção
de 2:1, e deixado em casa de vegetação para germina-
ção.
As plântulas foram coletadas 30 dias após a germi-
nação, e o número de células de G. diazotrophicus foi
quantificado pela técnica de número mais provável
(Döbereiner et al., 1995), em meio de cultura semi-sóli-
do LGI-P caldo (Reis et al., 1994). Para o isolamento
de G. diazotrophicus, foram utilizados os frascos que
apresentaram crescimento bacteriano nas diluições
maiores. Amostras das soluções contidas nos frascos
foram semeadas em placas com meio de cultura LGI-P
(Döbereiner et al., 1995) e incubadas por dez dias,
a 30oC, no escuro; em seguida foram purificadas e es-
tocadas.
Foram obtidos 52 isolados de G. diazotrophicus, que
foram testados com sete representantes da espécie:
PAL3T, PAL5T, PRJ2T, PSP17, PRJ14, CFNE501 e
CFNE550, em meio de cultura líquido LGI (Döbereiner
et al., 1995), suplementado com 10 mM de NH4SO4, a
pH 6.
Inicialmente, os isolados cresceram em meio de cul-
tura líquido SYP (Caballero-Mellado & Martinez-
Romero, 1994), por 24 horas, e 20 µL deste meio foi
introduzido em três frascos com 5 mL de meio de cultu-
ra líquido LGI sem sacarose, acrescido das seguintes
fontes de carbono: glicose, xilitol, rafinose D(+), lactose,
ribose D(-), galactose D(+), manitol, meso-eritritol,
manose L(-), dulcitol, raminose L(-), trealose D(+),
tartarato de Na e K, adonitol, mio-inositol, sorbitol D(-),
arabinose D(-); e os ácidos: itacônico, vanílico,
propiônico, coumárico, oxálico, benzóico, aconítico,
tartárico, isovalérico, isobutírico e siríngico, na concen-
tração de 10 mM para açúcares, e 2 mM para ácidos e
compostos fenólicos.
Os isolados foram mantidos sob agitação constante a
75 rpm, por 72 horas, a 30oC, e foram medidos a multi-
plicação celular, por meio da densidade ótica (492 nm),
e o pH ao final do crescimento. Os valores de densida-
de ótica foram associados pela análise de agrupamento,
utilizando o programa NTSYS, coeficiente Bray Curts,
e pelo método de agrupamento pela associação
média (UPGMA – Unweighted Pair-Group Method
using Arithmetic Average). Os grupos formados com
30% de distância foram utilizados para o cálculo do ín-
dice de diversidade de Shannon, e os valores para este
índice foram submetidos à análise estatística, pelo teste t
de Student, para avaliar se estes eram estatisticamente
diferentes entre si (Magurran, 1987).
Em meio de cultura semi-sólido LGI, foi testada a
capacidade de utilização de 40 fontes de carbono, em
22 isolados novos e mais sete estirpes da espécie.
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As formas testadas foram: glicose, xilitol, rafinose D(+),
lactose, ribose D(-), manitol, meso-eritritol, manose L(-) e
D(+), dulcitol, raminose, trealose D(+), tartarato de Na e
K, sorbose D(+) e L(-), talose L(-), galactose L(-), D(+) e
D(-), xilose DL e L(-), celobiose D(+), maltose D(+) e
D(-), arabitol L(-) e D(+), catecol, palatinose, melibiose; e
os ácidos: itacônico, vanílico, propiônico, coumárico, oxálico,
benzóico, aconítico, tartárico DL e L(+), siríngico, e caféico,
na concentração de 10 mM para açúcares, e 2 mM para
ácidos e compostos fenólicos. Os isolados cresceram como
descrito na etapa anterior, e 20 µL foram usados como
inóculos em 3 frascos com 5 mL de meio de cultura LGI
semi-sólido.
A capacidade de uso das fontes de carbono foi avali-
ada pela formação de película característica aos 10 dias
de incubação, a 30oC. Os grupos formados com 40% de
similaridade foram utilizados para o cálculo do índice de
diversidade de Shannon, e os valores para este índice
foram submetidos à análise estatística pelo teste t de
Student (Magurran, 1987).
A capacidade de formação de pigmento róseo em
presença de luz foi avaliada mediante o crescimento dos
isolados em placas de Petri, com meio de cultura
sólido MS (Murashige & Skoog, 1962), pH 6,
suplementado com 10 g L-1 de frutose. A capacidade
de formação de pigmento foi avaliada depois de 7 dias
de incubação, em câmara a 30oC e com luz constante.
Resultados e Discussão
A população de Gluconacetobacter diazotrophicus,
presente nas plântulas de cana-de-açúcar, variou de
11x104 a 18x105 células por grama de matéria fresca de
tecido vegetal e foi maior nas amostras de raízes
(Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados
por Perin (2003), com uma nova estratégia para isolar
G. diazotrophicus, mediante o uso do meio de cultivo
LGI-P, com caldo de cana (Reis et al., 1994). Esse meio
de cultivo, aplicado em amostras de tecido, oriundas de
toletes pré-germinados de cana-de-açúcar, facilita o iso-
lamento dessa bactéria, em comparação com a utiliza-
ção de pedaços de colmos (não germinados). Os toletes
germinados são o material ideal para o isolamento de
G. diazotrophicus, em razão da presença de alto nú-
mero de bactérias dessa espécie.
A população foi maior nas variedades brasileiras de
cana-de-açúcar, e variou de 3x105 a 18x105 células por
grama de matéria fresca de tecido vegetal. Vale ressal-
tar que a cultura de cana-de-açúcar no Brasil recebe
menores doses de fertilizantes nitrogenados, compara-
do a outros países (Baldani et al., 2002). Neste banco
de germoplasma não foi aplicado fertilizante nitrogenado,
o que estimulou a população de bactérias diazotróficas,
Tabela 1. Dados ecológicos e densidade populacional, em
meio de cultura LGI-P, dos isolados de G. diazotrophicus
obtidos de plantas de cana-de-açúcar cultivadas no Banco
de Germoplasma da Pesagro, RJ.
(1)Número mais provável x104 bactérias por grama de tecido vege-
tal. (2)Azul Casa Grande.
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especialmente nos genótipos brasileiros. G. diazotrophicus
é uma bactéria endofítica e disseminada, principalmente,
via propagação vegetativa pelos toletes, portanto pode ex-
pressar o histórico de cultivo do país de origem da planta
hospedeira.
A população e o isolamento de G. diazotrophicus foi
menor em países como Filipinas (Gonzales & Barraquio,
2000) e México (Jimenez-Salgado et al., 1997), fato re-
lacionado à presença de altas doses de fertilizantes
nitrogenados. Também Fuentes-Ramirez et al. (1993)
obtiveram baixa freqüência de isolamento (1,1 a 2,5%
das amostras avaliadas) em áreas com altas doses de
fertilizantes nitrogenados (275–300 kg ha-1). Em áreas
com menores doses, essa freqüência passou para valo-
res de 10 a 67%, o que sugere que a associação entre
bactérias diazotróficas e a cana-de-açúcar pode ser
severamente limitada com a aplicação de altas doses
de fertilizantes nitrogenados, provavelmente pela redu-
ção da síntese de sacarose, que é afetada pelas altas
doses de nitrogênio (Pelaez Abellan et al., 1994).
Das 28 fontes de carbono testadas em meio de cultu-
ra líquido, apenas três foram usadas por um número
expressivo de isolados. A glicose foi utilizada por todos,
seguida de sorbitol e maltose, utilizados pela maioria.
Dos ácidos orgânicos testados, apenas os ácidos vanílico
e siríngico foram utilizados por seis isolados e por um
isolado, respectivamente. Nenhum isolado cresceu na
presença de rafinose, lactose, ribose, galactose, raminose,
manitol, meso-eritritol, dulcitol, e dos ácidos itacônico,
propiônico, coumárico, oxalacético, benzóico, isovalérico,
isobutírico e tartárico. Apenas alguns isolados cresce-
ram usando xilitol (7), adonitol (4), mio-inositol (3),
arabinose (11), tartarato de sódio e potássio (9),
trealose (7), ácido vanílico (6), e apenas o isolado 3F-2
utilizou o ácido siríngico.
O dendrograma construído a partir das 15 fontes de
carbono, utilizadas para crescimento em meio de cultu-
ra líquido, e formado pelo agrupamento dos isolados que
apresentaram variação no padrão de utilização, é apre-
sentado na Figura 1. Podem ser distinguidos dois grandes
grupos com 48% de diferença. No grupo 1 está a maio-
ria dos isolados, e o grupo 2 engloba apenas nove isola-
dos, todos distribuídos aleatoriamente, em relação à parte
da planta, variedade de cana-de-açúcar da qual foi iso-
lado, e o seu país de origem.
Em nível menor de discriminação, formaram-se seis
grupos com 40% de diferença entre si, também distri-
buídos aleatoriamente, em relação aos seus dados eco-
lógicos.
Observa-se que quando analisados separadamente,
com 30% de diferença, os isolados de raízes formaram
oito grupos, e que aqueles obtidos da parte aérea for-
maram seis grupos. A diversidade calculada pelo índice
de Shannon foi de 0,66, para os isolados da parte aérea,
e 0,8 para os isolados do sistema radicular, os quais não
diferiram estatisticamente entre si, pelo teste t de
Student.
O valor de pH do meio de cultura LGI, suplementado
com as 15 fontes de carbono que apresentaram varia-
ção no padrão de utilização pelos isolados, foi de 4,5,
em média; na presença de glicose – a única fonte de
carbono usada por todos os isolados – foi de 2,8, tendo
variado de 2,44 a 3,46.
Das 40 fontes de carbono testadas em meio de cultu-
ra LGI semi-sólido, 26 foram utilizadas. A glicose foi
utilizada por todos os isolados, como ocorreu no meio de
cultura líquido. Das três formas de galactose testadas,
apenas a galactose D(+) foi usada pela maioria dos iso-
lados. A rafinose D(+), única forma testada, compor-
tou-se semelhantemente, tendo apresentado crescimento
por um número elevado de isolados. As demais varia-
ram de 11 a um isolado (Figura 2). As fontes de carbo-
no: sorbose D(+) e L(-), talose L(-), galactose L(-) e
D(+), arabitol L(-), lactose, catecol, dulcitol, palatinose,
xilose DL, ribose D(-), arabitol D(+), e os ácidos caféico,
siríngico, coumárico, tartárico, vanílico e itacônico não
foram usadas pelos isolados testados. Em geral, a con-
dição de uso do meio semi-sólido, que propicia o cresci-
mento sob condições de fixação biológica de nitrogênio,
favoreceu o crescimento em um maior número de fon-
tes de carbono. Ácido propiônico, ribose e raminose só
foram utilizados em meio de cultura semi-sólido. Com-
parando-se o uso de fontes de carbono em cultivos em
meio semi-sólido, entre os isolados de raiz e parte aé-
rea, observa-se que 16 isolados de raízes usaram 26 fon-
tes de carbono, e 13 isolados de parte aérea utilizaram
apenas nove fontes.
A diversidade calculada pelo índice de Shannon foi
de 0,63, para os isolados do sistema radicular, e 0,12 para
os isolados de parte aérea, os quais diferiram estatisti-
camente entre si, pelo teste t de Student. O uso de mai-
or número de fontes de carbono, por isolados obtidos do
sistema radicular, provavelmente, ocorreu em virtude da
menor concentração de glicose nas raízes, fonte de car-
bono preferida por esta população, levando ao uso de
fontes alternativas.
Não foi observado nenhum efeito seletivo da varie-
dade de cana-de-açúcar e país de origem, como já ob-
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servado por Perin (2003), que avaliou o uso de fontes
de carbono por isolados de G. diazotrophicus obtidos
de cana-de-açúcar, que também apresentaram cresci-
mento em poucas fontes de carbono. Porém, é espera-
Figura 1. Dendrograma de distância, gerado pelo uso de fontes de carbono, em meio de cultura líquido, pelos
isolados de G. diazotrophicus obtidos de cultivares de cana-de-açúcar mantidas no Banco de Germoplasma
de Campos dos Goytacazes, RJ, e estirpes padrões da mesma espécie, a partir do índice Bray Curts e método
UPGMA. I, II, III, IV, V e VI: grupos formados com 40% de diferença entre os isolados. Isolados identificados
com número seguido da letra F são provenientes da parte aérea, e isolados identificados com número seguido
da letra R são provenientes do sistema radicular.
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do o agrupamento dos isolados, em relação ao local de
cultivo (Perin et al., 2004), que indica que o tipo de solo
e manejo podem interferir na população de
G. diazotrophicus, como também verificado na popu-
lação de Azospirillum amazonense isolada de arroz
(Azevedo, 1998) e Brachiaria (Reis Junior et al., 2004).
Para Kirchhof et al. (1997), a baixa diversidade de
diazotróficas endofíticas pode estar relacionada ao seu
habitat, ou à adaptação desta população às condições
específicas do interior das plantas e, por isso, a estrutu-
ra genética da população dessas bactérias seria limita-
da e altamente conservada. Esta baixa variabilidade,
verificada nos isolados de G. diazotrophicus que colo-
nizam cultivares de cana-de-açúcar de diferentes ori-
gens geográficas, indica baixa especificidade planta/bac-
téria, e possibilita que estirpes selecionadas em traba-
lhos de inoculação, por apresentarem melhores respos-
tas no desenvolvimento das plantas, possam ser utiliza-
das em qualquer variedade de cana-de-açúcar, não exi-
gindo que a cada trabalho de melhoramento seja feita,
juntamente, seleção de estirpes de G. diazotrophicus.
Dos isolados testados, foi observada formação de
pigmento róseo apenas na estirpe padrão da espécie
Ppe-4, considerada controle positivo, e nos isolados 36F-4,
37F-2, 38R-2 e 40F-2. A produção de pigmentos em pre-
sença de luz é uma forma de proteção dos organismos, ou
pode ser indício de organismos fototróficos. Em sua maio-
ria, são metabólitos secundários, e alguns têm proprieda-
des antibióticas. Este pigmento não foi identificado até o
momento, sendo necessários mais estudos para sua iden-
tificação, que pode resultar em seu uso biotecnológico.
Conclusões
1. O número populacional de G. diazotrophicus é
maior no sistema radicular, em relação à parte aérea, e
maior nas variedades brasileiras de cana-de-açúcar.
2. Os isolados de G. diazotrophicus usam poucas
fontes de carbono, e a glicose é utilizada por todos.
3. Poucos isolados de G. diazotrophicus formam pig-
mento róseo em presença de luz.
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